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論文内容要鷺
第唖章序論
 薬物代謝酵素CYPIA1は,ステロイドホルモンや胆汁酸の合成脂肪酸やプロスタグランジンの代謝
 など多岐にわたる基質の酸化反応に関わる一群のヘムタンパク質シトクロームP450の一つで,芳香族炭
 化水素化合物を代謝する役目を担っている。構成的には発現していないが,生体内に薬物が摂取されると
 発現が誘導される。このCYPIA1遺伝子の発現調節機構については,遺伝子の転写制御に関わる2っの
 DNAエレメントXRE(xenobioticresponsiveelement)とGCboxであるBTE(basictranscription
 element)が見出されている。XREに結合する転写因子はAhR(arylhydrocarbonrecep七〇r)とAm七
 (AhRnucleartranslocator)からなるヘテロ二量体であり,一方BTEのそれはBTEBあるいはSp1
 であると考えられる。そこでこの薬物による誘導的転写活性化が分子レベルにおいてどのような機構によ
 り制御されているかは,興味深い点であり,この機構について解析することが本研究の目的である。
 第2章GCbox結合因子BTEBの機能ドメインの解析
 BTEに結合するBTEBの機能ドメイン,すなわち転写活性化ドメインとDNA結合ドメインについて
 解析するため,種々の欠失変異体発現プラスミドを構築し,転写活性化能を加。オooのDNAトランスフェ
 クション法により,DNA結合活性をゲルシフトアッセイにより検討した。
 転写活性化ドメインについては,2っの領域,13～27番残基と58～68番残基が重要であることが確認さ
 れた。これらの領域は比較的疎水性アミノ酸に富み,従来報告例のある転写活性化ドメインとは特徴を異
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 にしていた。一方DNA結合ドメインについては,カルボキシ末端に存在するZnフィンガードメインの
 ほかに,アミノ末端に隣接する塩基性アミノ酸に富む領域とカルボキシ末端の領域が重要であることが確
 認された。現在DNA結合ドメインとしては様々なモチーフが報告されており,その中でベーシック・ヘ
 リックス・ループ・ヘリックス構造やロイシンジッパー構造において塩基性アミノ酸がDNA結合活性に
 重要であることが報告されているが,Znフィンガードメインでは初めてのことである。
 第3章CYPlA1遺伝子の転写調節機構におけ蔦AhR/AmtとS麟の協調的相互作購
 CYPIA1遺伝子の薬物による高い誘導活性にはXREとBTEがともに必要であることが,培養細胞を
 用いた実験系において示されている。このことはXRE結合因子AhR/Amtヘテロ二量体とBTE結合
 因子Sp1が協調的相互作用することで転写が活性化されていることを示唆しており,本章はこの機構に
 ついての解明を目的とする。
 まず少なくともこれら転写因子だけで協調的転写活性化されることを確かめるために,培養細胞を用い
 た系で解析した。内在性AhR/Arnt,そしてSp1が存在しないと考えられているショウジョウバエ胚由
 来SL2細胞にこれら転写因子の発現プラスミドを導入したところ,AhR/AmtとSp1によるCYPIA1
 遺伝子の相乗的転写活性化が加。置ひ。で示された。さらに加漉roの転写系により解析した。内在性AhR
 /ArntそしてSp1が存在しない蛾卵母細胞由来Sf9細胞核抽出液にバキュロウイルス発現系により発現・
 精製したAhR/AmtとSp1を加えて,CYPIA1遺伝子モデルプロモーターからの転写を測定したとこ
 ろ,同様にAhR/Arn七とSp1による相乗的転写活性化が加痂roで観察された。そこでこれら転写因
 子間の相互作用を免疫共沈降法により解析したところ,Sp1はAhRとAmtとともに相互作用すること
 が確かめられた。またその相互作用ドメインを欠失変異体を用いて検討したところ,Sp1のDNA結合ド
 メインであるZnフィンガードメインとA強R/AmtのDNA結合と二量体形成に関わるbHLH/PAS
 ドメインが重要であることが示された。つぎにこの協調的相互作用がヘテロ二量体を形成したAhR/
 Amt複合体とSp1の間で実際確認されるか,またこの相互作用が転写機構においてどのような影響をも
 たらしているかを解析するため,DNaseエフットプリント法を行った。プローブDNAとしては,CYP
 lA1遺伝子のモデルプロモーターを構築し,精製したAhR/ArntまたはSp1をそれぞれ添加していく
 と,XREまたはBTEが量依存的にDNaseIの消化からプロテクトされ,DNAへ結合していくことが
 示された。つぎにSp1存在下でAHR/Amtを添加していくと,プロテクトパタ…ンがそれぞれ個々に
 加えたときの和ではないことが分かった。すなわちSp1が存在すると,AhR/ArntがXREに結合しや
 すくなることが示され,以上のことからAhR/AmtとSp1による協調的転写活性化は,これら転写因
 子同士が相互作用することでDNAに結合した一方の因子が他方の因子のDNAへの結合を助げることに
 起因することが確かめられた。さらに薬物により誘導される酵素はグルタチオンSトランスフェラーゼを
 はじめとして幾種類か知られているが,これら酵素の遺伝子の調節領域を検索したところXREとGC
 boxがともに存在した。このことは上記協調的相互作用は,CYPIA1遺伝子だけに限らず薬物代謝酵素
 全般に見られる機構であることが示唆された。
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 第4章転写因子Arntの転写活性化機構
 AhR/Am七ヘテロ二量体はXREに結合してCYPiA1遺伝子の転写を活性化するが,どのようにそ
 の活性を基本転写因子に伝播するかという転写活性化機構についてはまだ解明されておらず,その解明を
 本章の目的とする。
 CYPIA1遺伝子の薬物による誘導活性は,アデノウイルスEIAにより抑制されることが培養細胞を用
 いた系により示されている。このことは,CYPiA1遺伝子の転写活性機構には,EIAにより活性が阻害
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 される転写仲介因子が関与していることを示唆している。現在までのところEIA結合性の転写仲介因子
 としてCBPまたはp300が報告されており,そこでこれらとAkR/Arntの相互作用について検討した。
 まず酵母のtwohybridsystemを用いて解析したところ,CBPはAhRではなくAmtと相互作用する
 ことが示され,また相互作用ドメインを種々の欠失変異体を用いて同様に解析したところ,Arn七の転写
 活性化ドメインとCBP/p300のCREB結合ドメインが重要であることが確認された。さらにこの相互作
 用は,哺乳類の培養細胞によるtwohybridsys七emにおいても確認された。次に一過的に293丁細胞で
 発現させたCBP/p300とGST(グルタチオンSトランスフェラーゼ)を融合させたGSTArn七を用いた
 共沈降法においても,細胞内でこれら転写因子が相互作用していることが確認された。最後に,CY'PIA1
 遺伝子の転写活性化におけるCBP/p300の効果を1ηoオooのトランスフェクション法により解析した。
 HeLa細胞にCYPiAi遺伝子プロモーターを有するレポータープラスミドとp300発現プラスミドを導入
 すると,薬物による誘導活性が弱いながらも量依存的に増加していくことが確かめられた。細胞内には内
 在性CBP/p300が存在するため外来的に発現させたp300の効果が弱いと考えられるので,この内在性の
 活性を抑制させるためアンチセンスp300RNAを発現するプラスミドを導入したところ,量依存的に
 CYPIA1遺伝子の誘導活性が減少した。以上のことから,CYPiA1遺伝子の転写活性化にはAhRと
 Arn七による2っの機構が存在し,少なくともCBP/p300はArn七による転写活性化を基本転写因子に伝
 えることが示唆された。またステロイドホルモンレセプターをはじめとする様々な転写因子も,CBP/
 p300と相互作用することが報告されており,これら生理応答における共通の転写仲介因子であることが
 わかった。
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 論文審査の結果の要旨
 ダイオキシン(TCDD)などの環境汚染物質が生体内に取り込まれると,CYPIA1をはじめとする薬
 物代謝酵素の発現が誘導される。CYPIA1遺伝子の発現制御機構については,培養細胞を用いた遺伝子
 の調節領域の解析により,XRE(xenobioticresponsiveelemen七)とGCboxであるBTE(basictrans-
 criptionelemen七)がともに重要であることが確かめられている。XREに結合する転写因子は,AhR
 (arylhydrocarbonreceptor)とAmt(AhRnucleartra,nsloca七〇r)カ〉らなるヘテロ二量体であり,
 一方BTEに結合する制御因子はBTEBあるいはSpiと考えられる。本研究では,これらの転写因子の
 相互作用に注目してCYPlA1遺伝子の誘導的転写活性化に至る機構について検討した。
 薬物によって活性化されたAhRはArntとヘテロ二量体を形成し,GCboxに結合するSpiと相互作
 用をして相乗的にCYPlA1遺伝子の発現を活性化することを明らかにした。これらの転写因子の作用の
 相乗性は転写因子間の相互作用に基づき,その相互作用ドメインはAhR/AmのbHLH/PASドメイ
 ンと,Sp1のZnフィンガードメインであることが示された。CYPIA1遺伝子のモデルプロモーターを用
 いたDNaseIフットプリ)・ト法により,AhR/ArntとSp1のうち一方の因子がDNAに結合すると,
 他方の因子がDNAに結合しやすくなることが示され,この相互作用が相乗的転写活性化を惹起すること
 が示唆された。他の薬物代謝酵素遺伝子の調節領域を検索したところ,XREとGCboxの転写制御配列
 がともに存在することが確かめられ,AhR/AmtとSp1による相乗的転写活性化機構は一群の薬物代謝
 酵素に見られる共通した機構であることが明かになった。
 CYPIA1遺伝子の誘導的発現がアデノウイルスEIAにより抑制される現象から,EIAと結合するCBP
 /p300がAHR/Arntヘテロ二量体のArntと結合して転写仲介因子として働くことを見出した。その相
 互作用は,CBP/p300のCREB結合ドメインとAmtの転写活性化ドメインを介していることが分かっ
 た。近年CBP/p300は様々な転写因子と相互作用することが報告されており,これら多彩な生理現象に
 関わる転写因子とAmtは転写仲介因子を共有していることになる。外来異物の多彩な生理作用を説明す
 るうえで興味ある知見である。
 以上の結果は,本論文の提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の硯究能力と学識を有して'いる
 ことを示している。よって小林聡提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
 一234一
き
}
